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NIVEIS DE PROTEINAS DE FASE AGUDA EM EQUINOS EXPOSTOS A
SOBRECARGA DE CARBOIDRATOS ASSOCIADA A ALCALINIZACAO CECAL

RESUMO - Avancos acerca da fisiopatologia da laminite equina permitiram
imputar como fator primario e deflagrador dos estagios iniciais dessa doenca, a
ativacdo da cascata inflamatéria. Sabe-se que equinos submetidos a sobrecarga de
carboidratos, podem desenvolver laminite e que essa afec¢ao se da por mudancas na
microbiota do trato gastrintestinal. A laminite induz alteracdes sistémicas que
repercutem nos valores de proteinas de fase aguda (PFA). Com este estudo, buscou-
se encontrar uma associacao entre os valores dessas proteinas com a evolucédo dos
sinais clinicos de equinos expostos a sobrecarga de carboidrato (amido de milho na
dose de 17,6 g/kg de peso vivo, diluido em agua na proporcdo de um quilo/litro,
fornecido via sondagem nasogéstrica) e tratados com solucao tampao intracecal
(composto contendo 3,5 g de hidroxido de aluminio, 65,6 g de hidréxido de magnésio
e 1,2 g de simeticona, diluido em &gua destilada em volume equivalente a metade do
volume administrado via sondagem nasogastrica). Dez equinos higidos foram
divididos de maneira aleatéria e fatorial (2x2), em quatro grupos (n=5): controle (GCC),
controle + tratamento (GCT), laminite (GAC), laminite + tratamento (GAT). Os animais
do GCC e GAC integraram, respectivamente, GAT e GCT, respeitando um intervalo
de 15 dias entre o procedimento experimental. Eles foram avaliados durante sete
momentos (TOh, T4h, T8h, T12h, T24h, T48h, T72h), nos quais também foram
coletadas amostras de sangue venoso para obtencdo do soro e realizacdo do
proteinograma. As concentracfes séricas de proteinas totais e albumina foram
determinadas por colorimetria e as demais PFA através de eletroforese em gel de
poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e kits comerciais de
ELISA. Os valores referentes as concentracbes séricas das proteinas foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA de duas vias) e, quando p<0,05, ao teste
de Tukey. Para avaliar o grau de relacao entre valores de proteinas e parametros
clinicos, utilizou-se do coeficiente de Pearson. 40% dos animais desenvolveram
laminite clinica (10% do GAC e 30% do GAT). Nao houve diferenca entre 0s grupos
para os valores de proteinas totais, albumina, amiloide A sérica e proteina C reativa
(p>0,05). A transferrina, considerada uma PFA negativa, apresentou padrédo de
resposta positiva em GAC e GAT. Os valores de ceruloplasmina e a-1-glicoproteina
acida apresentaram correlacdo com a maioria dos parametros fisioldgicos avaliados.
Essas duas proteinas, juntamente com a haptoglobina e a-1-antitripsina se elevaram
consideravelmente no GAT, sugerindo maior ativacdo da resposta inflamatéria nos
animais desse grupo, quando comparado aos demais. As alteracfes dos parametros
clinicos também foram mais evidentes no GAT, corroborando os achados do
proteinograma.

Palavras-chave: Eletroforese, proteinograma, SIRS, tamponamento gastrintestinal



ACUTE PHASE PROTEINS LEVELS IN HORSES EXPOSED TO
CARBOHYDRATE OVERLOAD ASSOCIATED WITH CECAL ALKALINIZATION

ABSTRACT - It's is known that the inflammatory response plays an important
role in the development of the equine laminitis, mostly in its early stages. Among
several risk factors, horses submitted to carbohydrate overload can develop this
syndrome, due to changes in the cecal pH and microbiota, followed by an increase in
the transmural absorption of several luminal contents, such as bacterial endotoxins.
The acute phase response that occurs after injury elicits the overproduction of several
proteins by the liver, called acute phase proteins (APP). However, there are few studies
using proteinogram to characterize the inflammatory response during the development
of this syndrome. The aim of this study was to correlate APP values with clinical signs
of horses submitted to carbohydrate overload (17.6 g.kg* BW of corn starch solution,
administered via nasogastric tube) and treated with a buffer solution (3.5 g of aluminum
hydroxide, 65.6 g of magnesium hydroxide and 1.2 g of simethicone, administered into
the cecum through catheterization). Ten healthy horses were divided in a factorial and
randomized way into four groups (n = 5): control (GCC), control + treatment (GCT),
laminitis (GAC), laminitis + treatment (GAT). The animals from GCC and GAC
integrated GAT and GCT, respectively, respecting an interval of 15 days between the
experimental procedure. They were evaluated during seven moments (TOh, T4h, T8h,
T12h, T24h, T48h, T72h), in which blood were also collected to obtain serum to
perform the proteinogram. Total protein and albumin concentrations were determined
by colorimetry and the other APP by polyacrylamide gel electrophoresis containing
sodium dodecyl sulphate (SDS — PAGE) and commercial ELISA kits. Values of the
serum concentration of those proteins were submitted to a two-way ANOVA, when
significant (p<0.05) to the Tukey test. The correlation between clinical signs and APP
were verified using the Pearson’s correlation coefficient. 40% of the animals developed
clinical laminitis (10% of GAC and 30% of GAT). There was no difference between
groups in the values of total protein, albumin, serum amyloid A and C reactive protein
(p>0.05). Transferrin, considered a negative APP, showed a positive response pattern
in GAC and GAT. Ceruloplasmin and a-1-acid glycoprotein serum concentrations had
a positive correlation with most physiological parameters. These two proteins, together
with a-1-antitrypsin and haptoglobin had its values increased considerably in GAT,
suggesting greater activation of inflammatory response in animals of this group,
comparing to the ones from GAC. Changes in clinical parameters were also more
evident in the GAT group, corroborating the proteinogram findings.

Keywords: Electrophoresis, gastrintestinal buffering, proteinogram, SIRS



LISTA DE ABREVIATURAS

AAS — Amiloide A sérica

AAS3 — Amiloide A sérica (isoforma 3)

bpm — batimentos por minuto

CHO - Carboidratos

Cp — Ceruloplasmina

ELISA — Ensaio de imunoabsor¢cédo enzimatica
Fb — Fibrinogénio

FC — Frequéncia cardiaca

GAC - Grupo Amido/Controle

GAT - Grupo Amido/Tampéo

GCC — Grupo Controle/Controle

GCT — Grupo Controle/Tampéao

Hb — Hemoglobina

Hp — Haptoglobina

IC — Intra cecal

PCR - Proteina C reativa

PFA — Proteina de fase aguda

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sultafo de sodio
SIRS - Sindrome da resposta inflamatoria sistémica
SNG — Sondagem nasogastrica

T°C — Temperatura

a-1-AT — a-1-antitripsina

a-1-GA - a-1-glicoproteina acida



1. INTRODUCAO

Poucas doencas causam mais prejuizos a equideocultura do que a laminite. A
natureza devastadora dessa sindrome caracterizada, na maioria das vezes, por uma
dor excruciante e mudancgas irreversiveis no digito, leva a perda de animais de alto
valor econdmico ou afetivo. Apesar de muitas medidas terapéuticas adotadas, muitos
cavalos que conseguem se recuperar dessa enfermidade ndo regressam a vida
atlética sem sequelas (Belknap, 2016). Por essas razbes, torna-se imperiosa a
reducdo de risco da laminite, seja pelo estabelecimento de medidas terapéuticas
precoces ou preventivas (Belknap e Durham, 2016).

O desenvolvimento dessa enfermidade decorrente de causas alimentares ja foi
muito bem documentado (Pollitt e Visser, 2010). Sabe-se que a ingestdo excessiva de
carboidratos (CHO) leva a um aumento do processo fermentativo no ceco, que
ultrapassa a capacidade tamponante desse 6rgao, resultando em acidificacdo do pH
cecal, mudancas na microbiota e liberacdo de endotoxinas na corrente sanguinea e
ativacdo da resposta inflamatoria sistémica (Eades, 2016). Logo, acredita-se que a
administracdo de uma sobrecarga Unica de CHO seja capaz de induzir, em equinos
saudaveis, o desenvolvimento de laminite clinica. Ademais, acredita-se que a solucao
tampao no ambiente intracecal seja capaz de minimizar as alteragcdes na microbiota,
evitar o surgimento da endotoxemia e, por conseguinte, o desenvolvimento da laminite
(Souza, 2007).

A identificagéo da inflamacao antes do aparecimento dos sinais iniciais tem sido
fundamental, uma vez que o aparecimento desses sinais geralmente repercute o
comprometimento drastico do tecido lamelar imediato na laminite relacionada a
sindrome da resposta inflamatoria sistémica (Belknap e Durham, 2016; van Eps,
2016). Acredita-se que por meio do proteinograma se possa detectar o inicio da
resposta inflamatdria, antecipadamente ao aparecimento dos sinais clinicos.

Existem evidéncias de alteracdes nas taxas de proteinas de fase aguda (PFA)
em cavalos com quadro de laminite clinica (Fagliari et al., 1998). Considerando as
descobertas recentes sobre o papel das PFA na inflamacé&o e laminite (Leise, 2018),
aponta-se para a conducdo de estudos complementares sobre a instalacdo desta

sindrome, que venham a validar esta hip6tese do envolvimento precoce das PFA.



2. OBJETIVOS

e Verificar a efichcia da sobrecarga enteral Unica de CHO sobre o
desenvolvimento de laminite clinica em equinos saudaveis.

e Avaliar o impacto da solugcdo tampé&o nas fases iniciais da laminite; nos
parametros fisiolégicos; e na resposta inflamatoria, pela concentracdo seérica
das PFA.

e Verificar se houve aumento nos niveis séricos das PFA nos animais que
desenvolveram laminite, e se essa elevagao precedeu o aparecimento dos
sinais clinicos.

e Correlacionar os sinais clinicos apresentados pelos animais que
desenvolveram laminite aguda com os valores séricos de cada proteina

identificada.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Modelo experimental

Nas ultimas duas décadas os mecanismos sistémicos e locais envolvidos na
deflagracdo da laminite tém sido estudados, o que permitiu classificar a fisiopatogenia
dessa doenca multifatorial em trés grandes categorias: endocrinopatica, sobrecarga
de peso e relacionada a sepse (Belknap, 2016; Leise, 2018). Existem dois modelos
experimentais utilizados para indugcao da laminite em equinos que se assemelham
com a laminite clinica: intoxicacdo por extrato de nogueira negra (Juglans nigra)
(Thomsen et al., 2000) e sobrecarga de carboidratos (CHO) (Pollitt e Visser, 2010). A
modificacdo na populacdo bacteriana presente no ceco durante a fermentacao
excessiva de CHO resulta em acidificacdo do pH cecal. A reducdo do pH restringe o
crescimento de bactérias Gram-negativas e favorece o das bactérias Gram-positivas,
sobretudo de Streptococcus bovis (Milinovich et al., 2010).

A inflamagdo tem um papel fundamental em promover danos a estrutura

lamelar do casco nas fases iniciais da laminite, sobretudo quando sua ocorréncia esta
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relacionada com sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) ou a sepse
(Leise, 2018). Essa resposta inflamatoria pode envolver a participacdo de varios
orgaos na producéo de citocinas, incluindo figado, pulmdes e rins (Stewart et al., 2009;
Leise et al., 2011).

3.2 Proteinas de fase aguda

A resposta de fase aguda consiste em um conjunto complexo de reacdes
inflamatorias, mediante infeccdo ou lesdo tecidual deflagrada pela producédo de
mediadores inflamatérios pelas células ou tecidos lesados (Jacobsen, 2007). Dentre
as diversas modificacdes organicas, o figado tem sido responsabilizado pela producao
exacerbada de algumas proteinas, denominadas proteinas de fase aguda (Koj, 1996).

O padréo de resposta das PFA é espécie-especifico. Em equinos, elas podem
ser podem ser classificadas como negativas, quando se encontram abaixo do intervalo
padrdo diante de um quadro inflamatdrio — este é o caso da albumina e da transferrina
— ou positivas, quando seus valores se encontram acima daqueles considerados
normais para espécie (Murata et al., 2004; Saquetti et al., 2008). As PFA positivas
podem ainda ser subdivididas, na espécie equina, em: aquela cuja concentracao
aumenta de dez a mil vezes em relacdo aos valores basais, representada pela
amiloide A sérica, e outras cujas concentracdes se elevam entre cinco e dez vezes
em relacdo aos valores basais, representadas pela haptoglobina, a-1-glicoproteina
acida, a-1-antitripsina, proteina C reativa, fibrinogénio e ceruloplasmina (Miller et al.,
2004; Jacobsen, 2007).

Em humanos, as mensuracdes de PFA sdo mundialmente realizadas para
avaliacdo a beira leito do estado inflamatoério de pacientes internados (Kargaltseva et
al., 2019). Existem diversos relatos na literatura sobre a utilizagdo das PFA como
ferramenta diagnostica na clinica veterinaria (Murata et al., 2004). Em equinos, com
excecao do fibrinogénio, essas mensuracdes se restringem a pesquisa e de forma
bem limitada (Jacobsen, 2007). Para esta espécie, ja foram relatados aumento nos
valores de PFA durante infeccbes bacterianas e virais (artrite infecciosa, pneumonia,
sepse, enterite, herpes e infeccao pelo virus da influenza), pos-parto, pos-cirargico, e

em animais com sindrome colica e laminite (Hultén et al., 1999; Hultén e Demmers,
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2002; Duggan et al., 2008; Kyaw-Tanner et al., 2008; Saquetti et al., 2008; Eades
2016; Witkowska-Pitaszewicz et al., 2019a, b).

3.2.1 Amiloide A sérica

A amiloide A sérica (AAS) € uma apolipoproteina hepatica produzida durante a
resposta de fase aguda. Algumas de suas isoformas extra-hepaticas, como a AASS,
ja foram identificadas na espécie equina, na glandula mamaria, durante a formacao
do colostro e em articulagdes de animais acometidos por artrite (Jacobsen et al.,
2006a, b; Duggan et al., 2008). Embora ndo bem elucidado, essa proteina parece
exercer papel fisiolégico na: fungéo leucocitéria; inibicdo da proliferacéo linfocitaria,
de células endoteliais e agregacédo plaquetéria; recrutamento quimiotaxico de células
inflamatorias e controle da expressdo de metaloproteinases (Xu et al., 1995; Vallon et
al., 2001). Os valores de referéncia da concentracédo de AAS variam de indetectaveis
a 20 mg/L (Witkowska-Pitaszewicz et al., 2019a). A baixa expressdo da AAS nos
cavalos higidos, associado ao tempo de meia vida curto, permite inferéncias diretas e
precisas frente a pequenas variagcdes na concentracdo dessa proteina durante um

estimulo inflamatério (Jacobsen, 2007).

3.2.2 Proteina C reativa

A proteina C reativa (PCR) € considerada um excelente parametro para
identificacdo e monitoramento de processos inflamatérios na espécie humana
(Crisman et al., 2008). Dentre suas funcdes bioldgicas, podem-se destacar efeitos pro-
inflamatorios, como ativacédo da cascata de coagulacdo, opsonizac¢ao, estimulo para
producdo de citocinas inflamatorias e fagocitose (Petersen et al.,, 2004). A PCR
também possui propriedades anti-inflamatoérias relacionadas a atividade de
neutrofilos, atuando como inibidora dos processos de quimiotaxia, adesao e producao
de espécies reativas de oxigénio (El Kebir et al., 2011; Ostrowski et al., 2012).

Em equinos saudaveis, os valores séricos de PCR variam entre 7 a 8 ug/mL.
(Yamashita et al., 1991). Essa proteina se mostrou aumentada em casos de laminite,
pneumonia, enterite, artrite e apds orquiectomia (Takiguchi et al., 1990). Outros

autores, no entanto, relataram que as concentracdes séricas de PCR ndo sao
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afetadas pela doenca inflamatéria (Pollock et al., 2005; Lavoie-Lamoureux et al.,
2012). Nos potros, a PCR, embora apontada como bom bioindicador inflamatério,
apresentou pouco valor prognostico na sepse, pois seus valores nao variaram de

maneira significativa entre potros doentes e saudaveis (Zabrecky et al., 2015).

3.2.3 Haptoglobina

A haptoglobina (Hp) € uma a-2-globulina hepatica, que se liga irreversivelmente
a hemoglobina livre (Hb), formando um complexo Hp-Hb, que posteriormente &
degradado pelas células de Kupffer. Esse complexo permite o reaproveitamento do
ferro presente na Hb tornando-o, adicionalmente, indisponivel para crescimento
bacteriano. Acredita-se que a Hp possua propriedades anti-inflamatdérias,
antioxidantes e cicatrizantes (Murata et al., 2004).

Os valores de referéncia da concentracdo de haptoglobina variam entre 2 a 10
g/L (Crisman et al., 2008). Os niveis séricos de Hp aumentaram de maneira
consideravel em cavalos frente a inducdo de artrite por administracé@o intra-articular
de lipopolissacarideos (Andreassen et al., 2017) e anfotericina B (Barrachina et al.,
2016) se elevando de forma discreta apds o parto em éguas (Krakowski et al., 2017).
Essa proteina nao foi considerada como bioindicador no diagnéstico e classificacdo
de enfermidades gastrintestinais (Pihl et al., 2016; Westerman et al., 2016), tampouco
como ferramenta prognéstica de mortalidade na sepse de potros, uma vez que a
concentracdo de Hp foi menor se comparada a de potros saudaveis (Zabrecky et al.,
2015).

3.2.4. Fibrinogénio

O fibrinogénio (Fb) é uma glicoproteina plasméatica soltvel, sintetizado pelo
figado, relacionado ao processo de coagulacdo, como precursor da fibrina, na
formacdo do coagulo. Ele também participa no processo inflamatorio, ligando-se a
integrinas de membrana celular (CD11 e CD18) de granuldcitos e, consequentemente,
estimulando a degranulagao, fagocitose e citotoxicidade dependente de anticorpos
(Crisman et al., 2008).
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Os niveis de fibrinogénio tém sido usados no monitoramento de diversos
processos inflamatoérios da espécie equina (Giguére et al., 2003; Borges et al., 2007,
Hobo et al., 2007). Trata-se de uma PFA de expressdo moderada aumentando de
uma a 10 vezes ao longo de 24 a 72 horas ap6és insulto. Em cavalos higidos, os valores
de Fb variam entre 200 a 400 mg/dL (Crisman et al., 2008). O aumento da
concentracdo plasmética possui correlacdo direta com a instalacdo do processo
inflamatorio. Porém, a variacdo na taxa do Fb ocorre de forma lenta, sendo pouco
sensivel para detectar fases pontuais da inflamacdo e estabelecer prognostico
(McGovern, 2018).

3.2.5 a-1-antitripsina

A a-l-antitripsina (a-1-AT) é uma PFA positiva sintetizada no figado com
atividade inibidora de proteases como tripsina, elastase e quimotripsina (Pollitt e Bell,
1983). A a-1-AT é responsavel por aproximadamente 90% da capacidade inibitoria de
proteases no plasma e esta envolvida na regulacéo da inflamacéo (Patterson, 1991).
A elevacédo da concentracao sérica da a-1-AT foi observada em humanos expostos a
processos infecciosos e inflamatorios (McCarthy et al., 2014, 2018). Sabe-se que essa
proteina exerce atividade anti-inflamatoria nas células leucocitarias, como neutréfilos
(O’Dwyer et al., 2015), linfocitos B (Grimstein et al., 2011) e macréfagos (Churg et al.,
2007) e é apontada como moduladora de processos apoptopicos de células
endoteliais (Petrache et al.,, 2006) e da expressdo de citocinas mediadas por
fibroblastos (Grimstein et al., 2010).

Potros com ulcera gastrica apresentaram niveis séricos elevados da a-1-AT
(Taharaguchi et al., 2007). Cavalos também apresentaram elevacdo desses niveis
apos exercicio fisico intenso (Scoppetta et al., 2012) e em casos de laminite induzida

por sobrecarga de carboidratos (Fagliari et al., 1998).

3.2.6 a-1-glicoproteina &cida

A a-1-glicoproteina acida (a-1-GA) é uma proteina glicosilada sintetizada e
secretada principalmente por hepatécitos, importante no metabolismo e na

imunomodulacéo. Possui afinidade de ligacdo as substancias endogenas e exdgenas,
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como serotonina, esteroides, heparina e a alguns farmacos (Fournier et al., 2000). A
a-1-GA tecidual, contribui com a manutengcdo da homeostase, pois protege as células
epiteliais e endoteliais durante processos inflamatorios. Ela também inibe a ativacao
de neutrdfilos, aumenta a secrecao do antagonista do receptor de IL-1 por macréfagos
e atua na neutralizacdo de lipopolissacarideos provenientes de bactérias Gram-
negativas (Moore et al., 1997).

Na espécie equina, os niveis basais da a-1-GA se encontram entre 70 e 90
mg/L (Jacobsen, 2007) ocorrendo aumento nas concentragdes séricas de a-1-GA
apos orquiectomia, jejunojejunostomia e na laminite por sobrecarga de CHO (Taira et
al., 1992; Fagliari et al., 1998). Acredita-se que essa proteina esteja mais associada a

processos inflamatérios crénicos do que agudos (Crisman et al., 2008).

3.2.7 Ceruloplasmina

A ceruloplasmina (Cp) € uma a-2-globulina sintetizada principalmente por
hepatécitos, responsavel pelo transporte de 95% do cobre plasméatico, sendo
essencial para formacao do colageno e reparacao tecidual. Ela participa da oxidacao
e incorporacdo do ferro a apotransferrina, para o transporte desse mineral isento de
toxicidade. Além disso, atua contra substancias oxidantes produzidas por fagocitos
(Ceron et al., 2005; Smith, 2014).

Em equinos, os niveis de Cp variam de 300 a 400 mg/L (Jacobsen, 2007).
Existem relatos de aumento desses niveis basais nos periodos peri- e pds-parto em
éguas (Okumura et al., 1991); em podneis submetidos a laminite por sobrecarga de
CHO (Fagliari et al., 1998); durante a sindrome cdélica (Souto et al., 2019); apos
exercicio fisico de alta intensidade (Scoppetta et al., 2012) e em potros acometidos

por Rhodococcus equi (Barton e Embury, 1987).

3.2.8 Albumina

A albumina (Alb) é a globulina mais abundante no plasma de mamiferos. Seu
papel esta relacionado com o transporte de diversas substancias no plasma, como
esteroides, acidos graxos, hormdnios e farmacos. Ela também contribui com 75% na

manutencao da pressao oncaotica no espaco intravascular (Bhat et al., 2018).
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Em equinos, as concentracdes séricas de Alb variam entre 3,2 a 3,8 g/dL
(McGovern, 2018). Essa proteina € uma PFA negativa, pois seus niveis séricos
geralmente reduzem durante a resposta de fase aguda (Bhat et al., 2018). Essa
diminuicdo ocorre nas fases mais tardias do processo inflamatoério, devido a alta
demanda por aminoé&cidos para sintese de PFA positivas e demais mediadores do
processo inflamatério (Cray, 2009; McGovern, 2018). A hipoalbuminemia também
pode ser secundaria a alteracdes da presséo oncotica, e em casos de enteropatias,
onde h& e extravasamento de proteinas para compartimentos extravasculares
(McGovern, 2018).

3.2.9 Transferrina

A transferrina (Trf) € uma B-globulina carreadora, capaz de se ligar de maneira
reversiva ao ferro (Fe®*), tornando-o sollvel em condicdes fisioldgicas. Ela permite
que esse mineral circule com seguranca pelo organismo e seja fornecido as células
em crescimento, prevenindo a toxicidade mediada pelo Fe (via producéo de radicais
livres), e tornando-o indisponivel para microorganismos dependentes de Fe (fungos,
virus e bactérias) (Huebers e Finch, 1987; Kaplan et al., 1991). Na maioria das
espécies, a Trf é considerada uma PFA negativa (Murata et al., 2004; Saquetti et al.,
2008). Seus niveis séricos reduzem, pois durante a resposta de fase aguda, e
sobretudo quando esta esta relacionada a um processo infeccioso, o organismo reduz
a absorcdo de nutrientes como o Fe3* para limitar o crescimento bacteriano, em um
processo denominado imunidade nutricional (Skaar et al., 2010).

Na espécie equina, o padrdo de expressdo de Trf ainda ndo estd muito bem
elucidado. Existem relatos que demonstram sua reducédo no lavado broncoalveolar de
animais com doenca respiratdria cronica (Miskovic et al., 2015) e no soro de cavalos
com obstrucdo experimental de colon menor (Saquetti et al., 2008). Entretanto, a Trf
se mostrou aumentada no liquido aminiotico de éguas com placentite (Loux e Ball,
2018), no soro de cavalos de salto submetidos a treinamento de alta intensidade
(Assenza et al., 2016), liquido peritoneal de asininos submetidos a ovariectomia

(Barros et al., 2018) e em equinos com obstrucao intestinal (Nogueira et al., 2014).



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e delineamento experimental

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, UNESP/Jaboticabal (protocolo n°
23.391/15). Foram utilizados 10 equinos higidos, incluindo fémeas e machos
castrados, com idade entre trés e dez anos, pesando entre 300 e 400 kg. Esses
animais receberam vermifugo (Equalan ®), vacina contra raiva (Rabmune ®), e
passaram por um periodo de adaptacao de 15 dias em baias individuais com acesso
a piquete com pastagem (3 h/dia), no setor de Equinocultura da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias UNESP, campus Jaboticabal. Ademais, receberam
diariamente dois quilos de racdo comercial (Selvagem® — Agromix), quatro quilos de
feno Coast-cross (Cynodon dactylon) e agua ad libitum.

Os animais foram mantidos em baias individuais durante o periodo
experimental, sem acesso aos piquetes, recebendo a mesma dieta da fase de
adaptacdo, sendo distribuidos em quatro grupos (n=5), segundo um delineamento
aleatdrio e fatorial 2x2:

- Grupo Controle/Controle (GCC): administracdo de dgua por sonda nasogastrica
(SNG) e, decorridas oito horas, solucdo salina por via intracecal (IC).

- Grupo Amido/Controle (GAC): administracdo de sobrecarga de amido via SNG e,
decorridas oito horas, solug¢éo salina por via IC.

- Grupo Controle/Tampéo (GCT) - administracdo de agua por SNG e, decorridas oito
horas, solu¢cédo tampao via IC.

- Grupo Amido/Tampéo (GAT) — administracdo de sobrecarga de amido por SNG e,
decorridas oito horas, solu¢do tampéo via IC

Os cavalos que fizeram parte do GCC e GCT integraram, respectivamente,
GAT e GAC, respeitando um intervalo de quinze dias entre a realizagdo do protocolo
experimental. Para administracdo da sobrecarga de amido por SNG no GAC e GAT,
utilizou-se o amido de milho na dose de 17,6 g/kg de peso vivo diluido em agua na
proporcao de um quilo/litro, conforme descrito por Garner et al. (1975). No GCC e GCT
foi administrado agua sem amido, mas seguindo a mesma regra de volume descrita
para sobrecarga de CHO do GAC e GAT.
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Todos o0s equinos passaram por procedimento de tiflopexia, conforme descrito
por Diaz et al. (2010), 30 dias antes do procedimento experimental. A solu¢cdo tampéao
contendo 3,5 g de hidroxido de aluminio, 65,6 g de hidroxido de magnésio e 1,2 g de
simeticona (Souza, 2007) foi administrada no GCT e GAT, via IC. Esta solucéo foi
diluida em agua destilada em volume equivalente a metade do volume administrado
via SNG. No GCC e GAC, foi administrado soluc&o salina no lugar da solugéao tampéo,
respeitando a mesma regra de volume para o0s grupos Controle/Tampédo e
Amido/Tampaéo.

As coletas de sangue venoso, mediante puncédo da veia jugular, foram
realizadas em sete intervalos de tempo. O TOh correspondeu a coleta realizada
momentos antes da administracdo de amido (GAC e GAT) ou solucéo salina (GCC e
GCT) via SNG. As demais coletas foram realizadas em intervalos de quatro horas, até
completar 12h da administracdo do conteudo via sonda (T4h, T8h, T12h). Depois
disso, aumentou-se o intervalo inicialmente para 12h (T24h) e posteriormente para
24h, até completar as 72h ap6s a administracédo do conteudo via sonda (T48h e T72h).
As amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos, a uma velocidade de
3000 rotagdes por minuto, em uma sala com temperatura controlada (21°C), para
obtencdo das amostras de soro, que foram posteriormente armazenadas em freezer
- 24°C.

A avaliacdo clinica desses animais foi realizada nos intervalos de tempo
anteriormente descritos, consistindo em: afericdo da frequéncia cardiaca (mediante
ausculta por estetoscopio), temperatura retal (por termémetro digital), porcentagem de
desidratacdo (por sinal da prega cuténea), pulso digital (por palpacdo das artérias
digitais), temperatura dos cascos (avaliacao tatil) e coloracdo de mucosas (inspecéo
visual). O padrao comportamental foi avaliado por meio de sinais de desconforto,
movimentacdo dentro da baia, ingestdo de agua e feno, producéo de fezes. Avaliou-
se a qualidade da marcha e numero de passos em piso de cimento plano em um
espaco de seis metros. Concomitantemente, os sinais de dificuldade locomotora e
aumento de sensibilidade foram classificados segundo a escala proposta por Obel
(1948):

- Grau |: Equino realiza transferéncia de peso ou levantamento intermitente do

membro afetado. Auséncia de claudicacdo ao passo e reducéo da passada ao trote.
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- Grau lI: Equino apresenta movimentos voluntarios ao passo, com encurtamento da
fase de apoio. Nao ha relutancia na retirada de um membro do solo.

- Grau lll: Equino se movimenta com relutancia e resiste em tentar levantar o membro
afetado ou contralateral do solo.

- Grau IV: Equino apresenta reluténcia acentuada ou recusa-se a mover-se.

4.2 Proteinas

A concentracdo sérica de proteinas totais e albumina foi determinada por
espectofotometria em um analisador bioquimico semi-automético (LabQuest -
Labtest) pelo método colorimétrico do biureto e verde de bromocresol,
respectivamente, e leitura por absorbancia. Para a identificacdo e quantificacdo das
PFA empregou-se a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS — PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970). A analise
quantitativa foi realizada através de densitdmetro computadorizado (modelo CS-
9301PC - Shimadzu Corp).

As concentracdes seéricas de proteina C reativa e amiloide A sérica foram
determinadas por kit's comerciais de ELISA, da marca MyBioSource - ELISA Horse
C-reactive protein (céd.: MBS020917) e ELISA Horse Serum Amyloid A (c6d.:
MBS281865). A leitura foi realizada por absorbancia em uma leitora automatica de
microplaca (iMark™ Microplate Absorbance Reader — Bio-Rad), de acordo com as

recomendacgdes do fabricante dos kit's

4.3 Analise estatistica

Com o auxilio do programa estatistico SAS (Statistical Analysis System), os
valores das concentracGes séricas das proteinas mensuradas foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA de duas vias) e, em casos de significancia entre os
grupos, utilizou-se o teste de Tukey (p<0,05) para comparacdo das médias (Cohen,
1988).

Com intuito de verificar uma possivel correlacdo entre os valores séricos de
proteinas e os parametros fisiolégicos, utilizou-se da correlacdo de Pearson (p<0,05)

que foi classificada, mediante o valor de “r’, em negativa (r<1), fraca (0,1<r<0,3),
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moderada (0,4<r<0,6) e forte (0,7<r<1,0), como proposto por Cohen (1988). Para esta
analise, utilizou-se o programa Prisma (GraphPad Prism 7.00).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do GCC e GCT mantiveram, ao longo de todo periodo experimental,
frequéncia cardiaca (FC) e temperatura retal (T°C) consideradas normais para
espécie equina (Feitosa, 2008), com deambulacdo e temperatura dos cascos sem
alteracdes. Todos os animais do GAC e GAT apresentaram taquicardia a partir de
T4h. A incidéncia de desidratacdo e diarreia em GAC foi mais evidente em T24h,
acometendo, respectivamente, 40% e 60% dos equinos. As alteracdes dos
parametros clinicos aconteceram de maneira mais intensa nos cavalos de GAT,
principalmente entre T24h e T48h (Tabela 1).

A fase de desenvolvimento da laminite é definida como o periodo entre a
agressao inicial (neste caso, a sobrecarga de CHO) e a instalacdo da claudicacao
aguda de duracdo variavel; e termina apos 72h, ou quando ha evidéncia radiografica
ou fisica de deslocamento da falange distal (Hood, 1999). A fase aguda é
caracterizada por claudicagdo em um ou mais membros; aumento da temperatura do
casco e amplitude do pulso digital; e alteracdo postural (van Eps, 2016). O
desenvolvimento dessa sindrome ocorreu em um cavalo do GAC, e em trés do GAT.
De fato, ao se observar a Tabela 1, nota-se que o aumento da temperatura dos
cascos, do pulso digital e ocorréncia de claudicagdo foram mais evidentes em GAT,
entre T24h e T48h.

Contudo, ndo se pode afirmar que a solucédo tampéo teve alguma influéncia no
desenvolvimento da sindrome. O modelo de indugéo utilizado foi proposto por Garner
(1975). Em seu estudo, apenas 70% dos animais submetidos a sobrecarga de amido
desenvolveram laminite e grau Obel Ill entre 32 e 48 horas apoés inducdo. No presente
estudo, 40% dos animais que receberam a sobrecarga desenvolveram a sindrome,
com grau Obel > Il em T72h. Logo, seria prudente dizer que a auséncia de
homogeneidade entre 0 GAT e GAC, estaria mais relacionada com o modelo de

inducao utilizado e diferencgas individuais entre os animais dos dois grupos.
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Tabela 1. Parametros fisiologicos de equinos submetidos a sobrecarga de carboidratos,
nao tratados e tratados com solucdo tampao intracecal (Grupo Amido/Controle
— GAC e Grupo Amido/Tampéo — GAT, respectivamente), nos sete momentos

avaliados (TOh, T4h, T8h, T12h, T24h, T48h, T72h).

GAC (n=5)

Parametro Unidade TOh T4h T8h T12h T24h T48h T72h
FC média bpm 39 54 58 54 50 49 59

T° retal média °C 37,2 37,6 37,7 37,7 374 37,7 37,5
Desidratagdo % de animais 0 0 0 20 40 0 0
Hiporexia % de animais 0 0 0 0 0 20 0
Diarreia % de animais 0 0 0 0 60 40 0
Pulso digital % de animais 0 20 20 20 40 20 0
1 T° Casco % de animais 0 20 20 0 20 40 20
Claudicacdo % de animais 0 0 0 0 0 40 20

GAT (n=5)

Parametro Unidade TOh T4h T8h T12h T24h T48h T72h
FC média bpm 40 49 44 58 54 70 59

T° retal média °C 37,3 37,4 38,2 39,3 38,4 38,1 37,7
Desidratagdo % de animais 0 0 20 60 100 60 40
Hiporexia % de animais 0 0 40 40 80 100 40
Diarreia % de animais 0 0 0 60 80 60 0
Pulso digital % de animais 0 0 0 0 80 20 80
1 T° Casco % de animais 0 0 0 0 60 80 60
Claudicacdo % de animais 0 0 0 0 20 60 60

e Pardmetros ndo se enquadram dentro dos valores de referéncia considerados normais para espécie
equina (Feitosa, 2008): Frequéncia cardiaca (FC) — 28 a 40 bpm; Temperatura retal (T°) — 37,5 a 38,5 °C.

Paradmetros alterados que apontam para desenvolvimento de laminite clinica
TOh: administragdo da sobrecarga de amido, via sondagem nasogastrica

T8h: administracdo da solugc&o tampao, via intracecal

Os valores da concentracdo sérica de proteinas totais (Tabela 2) flutuaram na

faixa de normalidade para espécie equina nos quatro grupos (p>0,05), corroborando

os valores de um estudo clinico e laboratorial de equinos submetidos a laminite por

sobrecarga de CHO (Martins Filho et al., 2007). Os valores de albumina, obtidos por

meio da espectofotometria, também nao apresentaram varia¢des ao longo dos tempos

experimentais, tampouco entre os grupos (p>0,05). Por se tratar de uma PFA

negativa, sua concentracao sérica tende a reduzir em animais acometidos por doenca

inflamatoria sistémica (Saquetti et al., 2008). Entretanto, segundo Jacobsen (2007),

essa queda acontece no sexto dia de doenca, e atinge concentracdes minimas entre

0 oitavo e décimo dias. Isso acontece, pois a albumina é utilizada pelo figado como
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precursora de aminoacidos para manter a producao de PFA positivas e mediadores
inflamatorios, (Cray, 2009; McGovern, 2018). Assim, os valores dessa proteina se
encontram dentro do esperado, levando em consideracdo que o ultimo horario de
coleta se deu 72h horas apés a administracdo da sobrecarga de amido. Ademais,
apenas 40% dos equinos desenvolveram condi¢do inflamatoria sistémica severa, o
que justifica a manutencédo da sintese de albumina em niveis normais.

Foram encontradas aproximadamente 18 proteinas pela técnica de SDS-PAGE
(Figura 1), e dez foram identificadas com base no peso molecular em kDa: IgA (175
kDa), ceruloplasmina (130 kDa), transferrina (85 kDa), albumina (65 kDa), a-1-
antitripsina (60 kDa), IgG de cadeia pesada (55 kDa), haptoglobina (45 kDa) e a-1-
glicoproteina acida (40 kDa), IgG de cadeia leve (29 kDa) e P23 (23 kDa). Dentre elas,
podem-se destacar quatro PFA positivas (Tabela 2): Cp, a-1-AT, Hp e a-1-GA.

As Unicas PFA que variaram em funcdo dos tempos experimentais, ao avaliar
cada grupo separadamente, foram a Hp e a-1-GA (p<0,05), sobretudo em T48h e
T72h nos animais do GAC e GAT (p<0,05). Entre os equinos do GAC e GCC, néo
houve diferenca (p>0,05) nos niveis de ceruloplasmina, a-l-anitripsina, e a-1-
glicoproteina &cida. Em contrapartida, os animais submetidos sobrecarga de CHO e
tratados com solucdo tampéao intracecal (GAT), tiveram um aumento dos niveis
séricos dessas quatro PFA, quando comparados com os do GCC (Tabela 2), em pelo
menos um dos trés ultimos momentos avaliados (p<0,05), reforcando os achados do
exame clinico. Apenas a Hp variou entre os animais de GCT e GAT nos periodos
T24h, T48h e T72h (p<0,05). Essa PFA também diferiu entre os equinos de GCT e
GAC, em T72h (p<0,05).

A a-1-antitripsina é considerada o principal inibidor endégeno de proteases,
possuindo propriedades anti-inflamatorias na injaria aguda (Reeves et al., 2019). A
elevacdo de 15% em T24h nos niveis de a-1-AT no GAT poderia ter contribuido na
modulacao positiva da resposta inflamatoria, fato este ndo observado no GAC (Figura
2). Entretanto, como demonstrado na Tabela 3, houve uma correlagdo negativa do
aumento do nimero de passos com 0s hiveis séricos dessa proteina no GAC. Tendo
em mente que 0s equinos que desenvolveram laminite clinica tiveram aumento do
namero de passos, pode-se conjecturar que a a-1-AT tenha atuado, nos equinos deste

grupo, como agente anti-inflamatério.



Tabela 2. Média + desvio padrdo das concentracfes séricas de proteina total, albumina, a-1-antitripsina, proteina C reativa,
transferrina, ceruloplasmina, a-1-glicoproteina acida, haptoglobina e amiloide A sérica dos equinos de cada grupo
experimental (grupo Controle/Controle — GCC; grupo Controle/Tampao — GCT; grupo Amido/Controle — GAC; grupo

Amido/Tampé&o — GAT), nos sete momentos avaliados (TOh, T4h, T8h, T12h, T24h, T48h e T72h).

Proteina total (g/dL) *

TOh T4h T8h T12h T24h T48h T72h
GCC 7,89 + 0,40 7,59 + 0,40 7,64 + 0,36 7,57 + 0,32 7,94 + 0,38 7,98 + 0,31 7,91 + 0,43
GCT 851 + 0,15 8,21 + 0,57 7,86 + 0,84 8,59 + 0,63 8,26 + 0,26 8,05 + 0,40 7,87 + 1,24
GAC 8,38 + 0,57 8,00 + 0,40 8,16 + 1,08 7,73 + 0,67 8,65 + 0,35 8,50 + 0,78 8,50 + 0,61
GAT 8,30 + 0,63 NA NA NA 8,89 + 0,80 9,04 + 0,66 8,61 + 0,81

Albumina (g/dL) *

TOh T4h Tsh T12h T24h T48h T72h
GCC 2,27 + 0,26 2,29 + 0,26 2,23 + 0,24 2,20 + 0,25 2,35 + 0,32 2,30 + 0,30 2,33 + 0,33
GCT 2,16 + 0,15 2,09 + 0,13 2,13 + 0,15 2,00 + 0,18 2,09 + 0,35 2,10 + 0,21 2,06 + 0,19
GAC 2,29 + 0,07 2,23 + 0,21 2,35 + 0,26 2,22 + 0,20 2,40 + 0,24 2,27 + 0,30 221 + 0,14
GAT 2,12 + 0,16 NA NA NA 2,16 + 0,19 2,22 + 0,24 2,04 + 0,36

Transferrina (mg/dL) 2 - PM: 85 kDa

TOh T4h T8h T12h T24h T48h T72h
GCC 436 + 125 420 + 114 426 + 111° 430 + 105 426 + 868" 424 + 686" 397 + 87,5
GCT 544 + 81,6 523 + 63,4 512 + 66,3°° 580 + 83,08 587 + 1468 502 + 114"® 499 + 104
GAC 523 + 65,0 504 + 54,0 571 + 154°8 526 + 1178 585 + 1638 595 + 1458 505 + 74,5
GAT 413 + 79,9 NA NA NA 435 + 104% 445 + 51,84 430 + 49,8

Ceruloplasmina (mg/dL) ? - PM: 130 kDa

TOh T4h Tsh T12h T24h T48h T72h
GCC 17,8 = 10,0* 22,6 + 242”7 235 + 4,56 22,8 + 1,627 24,8 + 3,65° 23,6 + 224" 22,2 + 634"
GCT 32,8 + 4,42° 38,5 + 3,668 346 + 7,70 36,6 + 4,83° 36,8 + 4,58"° 33,0 + 867" 33,1 + 6,55
GAC 25,4 + 578”8 27,0 + 3,49°8 245 + 7,10 24,7 + 6,44"8 254 + 7,447 32,6 + 10,1"® 347 + 686"
GAT 37,9 = 5638 NA NA NA 389 + 5985 44,7 + 10,08 48,2 + 151°

a-1-antitripsina (mg/dL) ? - PM: 60 kDa

TOh T4h Ts8h T12h T24h T48h T72h
GCC 685 + 139 725 + 88,5 736 + 90,8 749 + 111 718 + 164° 697 + 120° 707 + 162
GCT 814 + 94,1 856 + 15,8 671 + 135 783 + 21,7 804 + 213°B 777 + 185" 757 + 3,75
GAC 798 + 190 681 + 278 761 + 285 700 + 95,1 795 + 172°8 783 + 270”8 871 + 341
GAT 904 + 301 NA NA NA 1044 + 419°® 1009 + 4518 881 + 421

Continua...
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Continuacéo da Tabela 2

Haptoglobina (mg/dL) 2 - PM: 45 kDa

TOh T4h T8h T12h T24h T48h T72h
GCC 31,2 + 17,4 34,6 + 19,77 34,8 = 209" 33,3 + 187" 39,5 = 232° 46,8 + 21,47 47,4 + 199”7
GCT 64,8 + 30,0 57,2 + 21,978 55,8 + 20,5°8 57,8 + 15478 57,5 + 21,48 74,2 + 31,08 55,3 + 21,7
GAC 71,8 + 33,7° 68,8 + 20,7682 71,3 + 30,982 65,1 + 12,482 73,2 + 1926Bca 83,1 + 17,98 103 + 16,7°°
GAT 66,4 + 13,62 NA NA NA 92,7 + 30,0°% 121 + 29,4°° 118 + 13,2680

a-1-glicoproteina acida (mg/dL) % - PM: 40 kDa

TOh T4h T8h T12h T24h T48h T72h
GCC 12,2 + 2,72 10,9 + 2,48 11,1 + 2,03 11,6 + 1,63 13,2 + 3,05 12,1 + 2,07 135 + 2,794
GCT 10,7 + 8,03% 9,94 + 5172 10,1 + 7,002 10,3 + 6,04% 13,1 + 7,28% 16,7 + 7,32° 12,8 + 6,69482
GAC 10,8 * 7,54° 12,4 * 5592 13,0 + 8,152 11,7 + 3,802 12,2 + 4,562 14,5 + 4,972 19,8 + 6,224B°
GAT 10,0 + 5,102 NA NA NA 13,4 + 6,352 243 = 126" 27,8 + 14,38

Amiloide A sérica (ng/mL) 3

TOh T4h T8h T12h T24h T48h T72h
GCC 332 + 13,0 294 + 71,0 328 + 101 200 + 73,6 248 + 86,9 251 + 146 229 + 633
GCT 219 + 152 316 + 175 316 + 100 357 + 387 336 + 253 280 + 246 354 + 175
GAC 267 + 414 199 + 239 301 + 343 733 + 793 450 + 572 308 + 417 304 + 459
GAT 440 + 31,7 NA NA NA 41,2 + 13,6 85,0 + 80,3 90,8 + 51,7

Proteina C reativa (ug/mL) *

TOh T4h T8h T12h T24h T48h T72h
GCC 1,88 + 0,23 1,95 + 0,46 1,60 + 0,24 1,65 + 0,23 1,64 + 0,30 1,62 + 0,49 1,56 + 0,12
GCT 1,80 + 0,53 1,62 + 0,13 1,60 + 0,31 1,75 + 0,31 1,79 + 0,26 1,75 + 0,42 1,68 + 0,42
GAC 1,91 + 0,70 1,78 + 0,97 3,08 + 3,18 1,53 + 0,63 1,53 + 0,54 1,53 + 0,56 1,57 + 0,63
GAT 2,23 + 1,85 NA NA NA 1,94 + 1,11 2,25 + 1,46 2,17 + 1,48

NA — N&o avaliado; PM — Peso molecular.
Letras minUsculas apontam diferencas dentro de um mesmo grupo e letras mailsculas apontam diferencas entre os grupos pelo teste de Tukey (p<0,05).
Valores obtidos pelo método de espectofotometria e leitura por absorbancia (1); SDS-PAGE, leitura por densitdmetro e identificacdo por PM (2); ELISA e

leitura por absorbéncia (3).
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Tabela 3. Valores obtidos do coeficiente da correlacdo de Pearson (r) e significancia (p), das concentracdes séricas de
proteina total e proteinas de fase aguda, com os parametros fisiolégicos avaliados em equinos submetidos a
sobrecarga de carboidratos, ndo tratados e tratados com solucédo tampéo intracecal (Grupo Amido/Controle — GAC
e Grupo Amido/Tampéo — GAT, respectivamente).

GAC (n=5)
Proteinas
Parametros fisiologicos PT Alb Cp Trf a-1-AT Hp a-1-GA AAS PCR
r p r p r p r p r p r p r p r p r p

n° passos o1 0527 04 0014 05 0005 01 0453 -05 0005 -01 0668 00 0986 -02 033 -02 0,174
1 Pulso digital -0 0,577 0,5 0,002 0,0 0880 -0,2 023 -01 0494 -0,3 0,094 -03 0,09 0,0 0,951 -0,3 0,050
1 Temperatura dos cascos 02 0273 03 0049 04 0031 -02 0,267 -01 045 -01 0621 -01 0558 -02 0314 00 0,895
FC 0,0 0,890 -0,2 0,212 0,0 0,798 0,1 0,422 0,3 0,085 0,3 0,065 0,5 0,004 0,2 0,355 0,0 0,815
T°C 01 0454 00 0929 01 0608 -01 0419 02 0364 -01 0632 00 095 01 0503 01 0,675
Diarreia 0,3 0,095 0,2 0,172 0,0 0,839 0,3 0,096 0,0 0,949 0,0 0,958 0,0 0,906 0,0 0,970 -0,1 0,772
Hiporexia o1 0647 03 0129 02 0325 02 0321 -02 0276 00 0873 01 0622 -02 0459 -0,2 0,315

Decubito 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Desidratacédo 00 0973 00 0913 -02 0365 00 0818 01 048 -01 0643 -01 0459 -02 0354 -01 0,516

Grau Obel 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

GAT (n=5)
Proteinas
Parametros fisiol6gicos PT Alb Cp Trf o-1-AT Hp ao-1-GA AAS PCR
r p r p r p r p r p r p r p r p r p

Decubito -0,3 0,268 0,0 0,979 0,2 0,336 0,2 0,382 -0,6 0,089 0,2 0,349 0,8 <001 -0,3 0,278 0,5 0,038
Grau Obel -02 0327 01 0622 05 0033 01 0642 -06 009 02 0461 06 0007 01 0,747 03 0219
FC 00 098 02 0439 06 0009 02 0305 -04 0283 02 0316 04 0121 02 0379 00 0,967
n° passos 01 0657 00 0934 06 0012 01 o068 -03 0403 04 0104 03 019 03 015 0,2 0,446
1 Temperatura dos cascos 02 0408 05 0026 02 0512 01 059 01 080 03 0257 03 0186 03 0,158 00 0,967
T°C 04 0058 01 0543 01 0629 02 0510 02 0659 03 0269 00 0912 01 0803 00 0,868
Diarreia o0 o088 04 0000 00 097 01 0703 -01 0833 -01 0645 -01 0795 01 0801 0,1 0,543
Hiporexia o1 0773 01 0679 02 0513 03 0250 -04 0303 03 0232 04 0067 -01 0770 01 0,639
Desidratacédo o1 o080 04 o008 03 0278 04 02127 -05 0213 00 098 03 0203 00 093 0,2 0,406
1 Pulso digital 02 0313 01 0570 01 0529 02 0318 -02 0587 03 0154 04 008 01 055 04 0125

FC - Frequéncia cardiaca; T°C — temperatura retal; PT — proteina total; Alb — albumina; Cp - ceruloplasmina; Trf — transferrina;
a-l-antitripsina; Hp — haptoglobina; a-1-GA - a-1l-glicoproteina acida; AAS - amiloide A sérica; PCR - proteina C reativa.
Classificacéo da correlacdo (Cohen, 1988): © Negativa (r < 1); Fraca (0,1 <r<0,3); - Moderada (0,4 <r <0,6);  Forte (0,7 <r < 1). Obel (1948).
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A elevagdo da a-1-glicoproteina acida em GAT foi de 180%, ao se comparar 0s
momentos TOh e T72h. Embora a funcdo exata dessa proteina ndo seja bem
estabelecida, a a-1-GA pode ser considerada um agente anti-inflamatorio e
imunomodulador enddgeno (Fournier et al., 2000). Consequentemente, € possivel
levantar a hipotese de que a producdo dessa PFA pudesse contribuir para a
manutencdo da homeostase, ao reduzir o dano tecidual deflagrado pelo processo
infamatorio.

A concentracdo sérica de transferrina foi maior nos animais néo tratados,
submetidos a sobrecarga de CHO (GAC), quando comparada com a concentragao
dos animais do GCC, nos tempos T8h, T24h e T48h (p<0,05). Entre os equinos do
GAC e GAT, nota-se que a elevacgao da transferrina foi superior em T48h no grupo
gue nao recebeu solucdo tampéao intracecal (Figura 2). Padrdes de elevacéao similares
foram encontrados por Barros et al. (2018) em asininos submetidos a ovariectomia
por laparoscopia e por Nogueira et al. (2014) no liquido peritoneal de equinos com
obstrucdo intestinal. Ao se avaliar o efeito do tratamento ndo associado ao quadro
inflamatorio (GCT x GCC), nota-se que houve um aumento da concentracdo sérica de
transferrina nos animais tratados com a solugdo tampédo, até 16 horas apds sua
administragao (T12h e T24h). Por se tratar de uma PFA negativa na maioria das
espécies de mamiferos, esperava-se que ela diminuisse ao longo do tempo nos
grupos submetidos a condicao inflamatoria sistémica (GAC e GAT). Entretanto, essa
diminuicdo geralmente ocorre frente a processos infecciosos, devido a reducdo na
absorcdo de Fe?*, com o objetivo de reduzir o crescimento bacteriano (Skaar et al.,
2010). Apenas um animal do GAT apresentou quadro clinico sugestivo de sepse, 48h
apos a administracdo da sobrecarga de CHO, o que reforca a auséncia de reducéo
nos valores séricos de Trf em GAT e GAC.

Até o0 momento, o padrao de resposta do amiloide A sérica em equinos foi
descrito detalhadamente em um numero restrito de enfermidades (Hultén e Demmers,
2002; Hobo et al., 2007; Duggan et al., 2008; Jacobsen et al., 2009; Andersen et al.,
2012; Casella et al., 2012; Witkowska-Pilaszewicz et al., 2019a, b). As concentracdes
séricas dessa proteina variam consideravelmente conforme estudos, o que pode
sugerir diferencas individuais na resposta imune e nos métodos utilizados para sua

quantificacdo. Portanto, recomenda-se que a interpretacdo seja feita de maneira
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individual, comparando-se os valores basais — de amostras do animal higido — com
aqueles obtidos apos estimulo inflamatério, injuria e/ou tratamento (Witkowska-
Pilaszewicz et al., 2019a).

Os valores representados na Tabela 3 demonstram que de fato houve muita
variabilidade (coeficiente de variacdo alto) nas concentracfes de amiloide A sérica, 0
que talvez justifigue, auséncia de diferenca significativa ao longo do tempo e entre
grupos enfermos (tratados e nao tratados). Ao se avaliar a variacdo percentual (Figura
2), tomando-se como basal as amostras coletadas em TOh, nota-se que houve
aumento expressivo da concentracdo dessa proteina até o momento T72h nos grupos
tratados com solugdo tampao (106% no GAT e 62% no GCT). Ja o GAC, apresentou
um aumento de apenas 14%, demonstrando que a solucao tampéao teve maior impacto
gue a sobrecarga de CHO na expressao dessa PFA.

Alguns estudos tém demonstrado elevacao das concentracdes da isoforma 3
de amiloide A no liquido sinovial de equinos submetidos a artrite séptica (Jacobsen et
al., 2006a, b; Ludwig et al., 2016). Sabe-se que essas proteinases estao envolvidas
no mecanismo de degradacéo fisiol6gica e morbida da matriz extracelular, sendo essa
dltima relacionada com o desenvolvimento de lesGes lamelares em cavalos com
laminite (Kyaw-Tanner e Pollitt, 2004; Kyaw-Tanner et al., 2008). Logo, a detecc¢éo e
tipificacdo da AAS no foco de inflamacéo podem, futuramente, aumentar o potencial
diagnéstico dessa proteina, permitindo a distingédo entre condi¢des locais e sistémicas.

A auséncia de diferenca (p<0,05) niveis séricos de Proteina C reativa,
corroboram resultados de Pollock et al. (2005) e Lavoie-Lamoureux et al. (2012), nos
quais as concentracfes séricas dessa proteina ndo foram afetadas pela doenca
inflamatoria. Em humanos, niveis elevados de PCR ja foram relatados em casos de
sindrome metabdlica (Ryu et al., 2008; Maleki et al., 2014) e resisténcia a insulina
(Ingelsson et al., 2008). Embora a ingestao frequente de grandes quantidades de
CHO possa contribuir com o desenvolvimento de sindrome metabdlica e resisténcia a
insulina (Burns e Toribio, 2016) em equinos, o modelo para inducdo da laminite clinica
consistiu na administracdo Unica de uma sobrecarga de amido. Este fato talvez
justifiqgue a auséncia de resposta uniforme perante o desenvolvimento da sindrome,

com pouca repercussao nos niveis de PCR.
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Como pode ser observado na Tabela 3, houve correlagédo negativa no GAC
entre os valores de alAT e PCR com o numero de passos e aumento do pulso digital,
respectivamente. Neste grupo, ocorreu uma correlacéo positiva fraca entre 0s niveis
de Alb e aumento da temperatura dos cascos; e moderada entre 0 nimero de passos
e valores de Alb e Cp. Essas duas proteinas também apresentaram correlacdo de
mesma intensidade com elevagao do pulso digital e aumento da temperatura dos
cascos, respectivamente. Ademais, os niveis de alGA tiveram correlacdo positiva
moderada com a FC.

Em GAT, foi possivel observar que os valores de alGA tiveram uma correlacao
positiva forte com a ocorréncia de decubito, e moderada com o grau Obel. A Cp
apresentou correlacéo positiva moderada com a FC, numero de passos e grau Obel.
A Alb e PCR se correlacionaram na mesma intensidade com o aumento da
temperatura dos cascos e ocorréncia de decubito, respectivamente.

A correlagcdo entre proteinas de fase aguda e demais parametros
hematolégicos, inflamatorios e sistémicos, foi estabelecida para algumas
enfermidades na espécie equina (Jacobsen et al., 2010; Kim e Leopold, 2012; Leclere
et al., 2015). A correlagéo positiva entre a-1-globulinas e o grau Obel em equinos com
“laminite clinica, foi descrito por Edinger et al. (1992). Embora ndo se tenha
encontrado mais dados na literatura consultada, evidenciou-se correlagdo dos niveis
de PFA com as variaveis clinicas anotadas dos animais submetidos a sobrecarga de

amido, neste modelo de inducéo da laminite.

6. CONCLUSOES

O modelo de sobrecarga enteral Unica de carboidratos foi capaz de induzir a
laminite em 10% dos animais de GAC e em 30% de GAT. Os animais submetidos a
sobrecarga e tratados com solucdo tampao tiveram maior alteracdo dos parametros
clinicos e, de maneira simultanea, dos valores séricos de proteinas, principalmente de
a-l-antitripsina, haptoglobina e a-1-glicoproteina &acida. Foi possivel evidenciar
correlacdo entre diversas PFA com os parametros clinicos avaliados, sobretudo da

ceruloplasmina e a-1-glicoproteina &cida.
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